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Abstract: Wir berichten îber die Verwendung evolvierter Va-
rianten von Cytochrom-P450-Monooxygenasen als hochaktive
und hochselektive Katalysatoren fîr die bioorthogonale Akti-
vierung Propargylether- und Benzylether-maskierter Substra-
te, einschließlich der erfolgreichen Entschîtzung in lebenden
E. coli. Docking-Studien und Molekîldynamik-Simulationen
stîtzen die beobachtete Selektivit�t. Diese Studie veranschau-
licht den mçglichen Nutzen von bioorthogonalen Paaren aus
Enzym und Schutzgruppe fîr Anwendungen in den Lebens-
wissenschaften.

Bioorthogonale Chemie ermçglicht die Ausfîhrung chemi-
scher Reaktionen innerhalb lebender Zellen, ohne dabei in-
h�rente biochemische Prozesse zu beeinflussen.[1] W�hrend
der Fokus zun�chst auf stçchiometrischen und unkatalysier-
ten Reaktionen lag, zielen neueste Bestrebungen auf die
Verwendung geeigneter Katalysatoren ab. Idealerweise sollen
diese in der Natur unîbliche funktionelle Gruppen erkennen
und deren Transformation innerhalb eines komplexen biolo-
gischen Systems selektiv herbeifîhren.[2–6] Bei allen Vorteilen
solcher Systeme stellt die Balance zwischen hoher Aktivit�t
bei niedrigen Substratkonzentrationen einerseits, und Unre-
aktivit�t gegenîber zahllosen zellul�ren Molekîlen anderer-
seits, eine anspruchsvolle Herausforderung bei der Entwick-
lung von Katalysatoren dar. Entsprechend selten sind Be-
richte zu kînstlich erzeugten bioorthogonalen Katalysatoren
mit hoher Umsatzrate.[2]

Der unbestreitbare Vorteil der Signalverst�rkung durch
katalytischen Umsatz wurde bereits auf dem Gebiet der en-
zymbasierten biologischen Bildgebung und Detektion er-
folgreich gezeigt.[7] Enzyme entwickelten sich in der Natur
îber Millionen von Jahren hinweg zu hocheffizienten Bio-
katalysatoren, die perfekt an ihre Aufgabe im biologischen
Kontext angepasst sind. Dieser evolution�re Entwicklungs-
prozess kann im Labor simuliert werden, und mittels gerich-
teter Evolution[8] kçnnen die Eigenschaften von Enzymen an
vom Menschen definierte Umgebungs- oder Reaktionsbe-
dingungen angepasst werden. Darunter fallen beispielsweise
die Verbesserung der thermischen oder chemischen Stabilit�t
sowie die Steuerung von Stereo- und Regioselektivit�t beim
Umsatz natîrlicher und nichtnatîrlicher Substrate. Daher
postulierten wir, dass im Labor evolvierte Enzyme neue
Werkzeuge fîr die bioorthogonale Chemie darstellen kçnn-
ten, indem sie selektiv die Abspaltung von Schutzgruppen
innerhalb lebender Zellen katalysieren, deren chemische
Bindung von natîrlichen Enzymen nicht gebrochen werden
kann (Abbildung 1). Solche Paare aus Enzym und Schutz-
gruppe haben das Potenzial, leistungsbezogene Nachteile
auszur�umen, wie sie in chemisch oder durch Licht indu-
zierten Entschîtzungen derzeitig beobachtet werden.[2, 9]

Zun�chst wurden passende Paare aus Enzym und
Schutzgruppe identifiziert, die im besten Fall Bioorthogona-
lit�t vorweisen sollten, d. h. die Schutzgruppe ist vçllig stabil
in der biologischen Umgebung und wird effizient und selektiv
ausschließlich vom ausgew�hlten, evolvierten Enzym ge-
spalten. Basierend auf diesen Kriterien stellten wir die Hy-
pothese auf, dass nichtnatîrliche Propargylether als Schutz-
gruppe fîr Alkoholfunktionen nicht von natîrlichen Enzy-
men gespalten werden kçnnen und nur die von uns evol-
vierten Varianten einer Cytochrom-P450-Monooxygenase

Abbildung 1. Konzept der bioorthogonalen enzymatischen Entschít-
zung maskierter Verbindungen durch P450-katalysierte oxidative Spal-
tung von Propargylether- und Benzylether-Schutzgruppen.
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(CYP) dazu in der Lage sind (siehe Schema S1 in den Hin-
tergrundinformationen fîr Details zum Mechanismus).

Als Modellsystem w�hlten wir P450BM3, eine lçsliche
Fetts�ure-Hydroxylase aus Bacillus megaterium.[10] Die Se-
lektivit�t und Anpassungsf�higkeit dieses hochaktiven Bio-
katalysators wurde bereits in vielf�ltigen Studien gezeigt.[11,12]

P450BM3 bildet mit seiner Reduktase ein Fusionsprotein, wo-
durch es lediglich die Anwesenheit von Sauerstoff und
NADPH fîr die Katalyse bençtigt.

Als Beispielsubstrate w�hlten wir die ethergeschîtzten
Fluorophore 1–3, die nach Entschîtzung ihre Fluoreszenz
zurîckgewinnen, sodass die erfolgreiche Abspaltung der
Schutzgruppe direkt durch Fluoreszenzmessungen verfolgt
werden konnte. Basierend auf literaturbekannten Metho-
den[13, 14] wurden îber 1000 bekannte P450BM3-Enzymvarian-
ten getestet, die zuvor fîr die Hydroxylierung hydrophober
Verbindungen erzeugt worden waren (siehe die Hinter-
grundinformationen fîr Details).

Zun�chst wurden das Bis(propargylether)-Derivat von
Fluorescein (1a) sowie das Allyl- (1b) und Benzyl-Derivat
(1c ; Abbildung 2) im Bibliotheksscreening auf Fluoreszenz-

entwicklung durch P450BM3-Mutanten hin untersucht. Wie in
Abbildung 3 zu sehen, konnten nur wenige Enzymvarianten
gefunden werden, die das Allylderivat 1b umsetzen, und
îberhaupt keine fîr den Bis(benzylether) 1c. Allerdings
zeigen einige Enzymvarianten eine bemerkenswert hohe
Aktivit�t gegenîber der Spaltung des Bis(propargylethers)
1a, wobei das beste Beispiel die Mutante TFFIS darstellt
(Mutationen: R47T/S72F/A82F/F87I/L437S). Wichtig dabei
ist, dass die Mutante TFFIS den Bis(propargylether) 1a ge-
genîber 1 b (schwache Aktivierung) und 1c (keine Aktivie-
rung) stark bevorzugt, w�hrend der P450BM3-Wildtyp (wt)
nicht f�hig ist, 1 a–c zu aktivieren, sodass ein beeindruckendes
Maß an Selektivit�t auftritt. Die HPLC-gestîtzte Analyse
beweist die Mono-Entschîtzung von 1a (siehe Abbil-
dung S1). Die ausgepr�gte Eignung der Propargyl-Schutz-
gruppe wird besonders im Experiment der Alkin-Derivate
1d–f klar ersichtlich: W�hrend eine große Zahl an Varianten
eine schwache Aktivit�t gegenîber dem Bis(2-butinylether)

1d zeigen, konnten fîr die Alkine 1 e und 1 f keine aktiven
Enzymvarianten gefunden werden (Abbildung 2 und 3).

Angespornt von diesen Ergebnissen wurden die Prop-
argylether-Derivate (2a und 3a) zweier Cumarine untersucht,
sowie die entsprechenden 2-Butinyl- (2 d und 3d) und Benzyl-
Derivate (2c und 3c). Beachtenswert ist, dass 4-Methyl-
umbelliferon (2) ein etablierter Wirkstoff ist, der zur Be-
handlung von Gallenblasenerkrankungen[15] eingesetzt wird
und auch fîr seine krebshemmende Aktivit�t gegenîber
multiplen Krebstypen bekannt ist.[16] Ferner fungiert der
Ethoxyether von 2 als Sonde fîr die Bestimmung von hu-
manen CYP-Werten in klinischen Proben.[17] Die zweite
Modellverbindung, 3-Carboxycumarin (3), ist ein Substrat fîr
�hnliche von P450BM3-Varianten katalysierte Reaktionen.[18]

Im Screening zeigt die Mutante M01 (R47L/F87V/L188Q/
E267V/G415S)[19] die F�higkeit, die Propargylether 2a und 3a
zu aktivieren, w�hrend die Mutante WMV (R47W/A82M/
F82V) eine extrem hohe Aktivit�t gegenîber den Benzyle-
thern 2c und 3c aufweist. Diese Ergebnisse sind insofern
besonders bemerkenswert, da Alkine als Suizid-Substrate
durch die Alkylierung der H�m-Gruppe CYPs irreversibel
inhibieren.[20]

Drei Enzymvarianten wurden als vielversprechend iden-
tifiziert, aufgereinigt und biochemisch charakterisiert, wobei
definierte Enzymkonzentrationen unter sonst unver�nderten
Screening-Bedingungen eingesetzt wurden (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Somit war es mçglich, Aktivit�ts-
unterschiede abzugleichen, die in Lysaten durch Abwei-
chungen im Expressionsniveau entstehen, um so die interes-
santesten Treffer-Mutanten direkt zu vergleichen (Abbil-
dung 4): Im Fall von Substrat 1a erreicht die aktivste Mutante
TFFIS eine im Vergleich zum wt 52-fach erhçhte Fluoreszenz,
was einer Umsatzzahl („turnover number“, TON) von 425
entspricht. Die Michaelis-Menten-Parameter KM und kcat

betragen 3.7 mm bzw. 0.26 s¢1 (kcat/KM = 70.3 mm¢1 s¢1). Keiner
der anderen Treffer ist f�hig, Fluoresceinderivate umzuset-
zen. W�hrend die hochaktive Mutante WMV (fîr 3d : TON>

5000, KM = 7.2 mm, kcat = 550 s¢1; kcat/KM = 7.6 × 104 mm¢1 s¢1)
alle Cumarin-basierten Substrate aktiviert (2a, 2c, 3c, und
3d), zeigt die selektivere Mutante M01 lediglich Aktivit�t
gegenîber den Substraten 2 a und 2c, bei etwa 4-fach hçherer
Aktivit�t als der wt (TON = 47). Dies bedeutet, dass ver-
schiedene Mutanten selbst Verbindungen mit sehr �hnlicher

Abbildung 2. Getestete Modellverbindungen. Verbindungen der ersten
und zweiten Generation sind Fluorescein-Derivate, w�hrend die dritte
Generation auf Cumarinen aufbaut.

Abbildung 3. Beobachtete Aktivit�t von P450BM3-Mutanten (angeordnet
im 96-Titerplatten-Format) gegeníber verschiedenen maskierten Sub-
straten. Gezeigt sind Ergebnisse fír Fluorescein- (1a–f, grín) und Cu-
marin-basierte Substrate (2a–c, rot und 3a–c, blau) aus dem Biblio-
theksscreening. Fluoreszenzintensit�ten sind auf die hçchsten/nied-
rigsten Werte normiert, die auf den Platten verzeichnet wurden. Helle-
re Farben zeigen hçhere Intensit�ten an (Messwerte siehe die Hinter-
grundinformationen, Anhang).
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Kernstruktur unterscheiden kçnnen, wobei diese Selektivit�t
mit verminderter Aktivit�t einhergeht, denn WMV zeigt eine
16-fach hçhere Aktivit�t als M01 mit Substrat 3d. Frîhere
Berichte erreichten nach einer Runde der gerichteten Evo-
lution mittels fehlerhafter PCR eine 7-fache Steigerung des
Umsatzes von 3c mit einer anderen P450BM3-Mutante, bei
�hnlichen Konzentrationen in einem anderen Puffersys-
tem.[18c,21] Unsere Variantenbibliotheken hingegen stammen
aus Studien, in denen gezielt das aktive Zentrum nach emp-
fohlenen Methoden[22] modifiziert wurde.

Um Einblicke in strukturelle Aspekte der Bindungsmodi
und Substratselektivit�ten der aktivsten Enzym-Substrat-
Paare TFFIS/1a und WMV/3d zu gewinnen, wurden Do-
cking-Studien und Molekîldynamik(MD)-Simulationen
durchgefîhrt (Abbildung 5; siehe die Hintergrundinforma-
tionen fîr Einzelheiten). Da keine Kristallstrukturen der
beiden Enzymvarianten bekannt sind, wurden die entspre-
chenden Mutationen ausgehend von der Kristallstruktur des
wt rechnerisch erzeugt (PDB-Code 1BU7).[23] In beiden
F�llen konnten stabile Bindungsmodi der Substrate erhalten
werden.

Die dabei beobachteten Substratpositionen in der aktiven
Tasche orientieren die Schutzgruppe fîr die Hydroxylierung
durch die oxidierende Eisen-Oxo-Spezies („Compound I“).
Der aktive Bindungsmodus von 1a in TFFIS (Abbildung 5a,

r(O-H) 3.64 è) wird durch eine p-p-Wechselwirkung mit der
Seitenkette S72F stabilisiert. Das Substrat 3d hingegen kann
tief in die aktive Tasche von WMV vordringen (Abbil-
dung 5b, r(O-H) 2.29 è), sodass das Wasserstoffatom der
Methylengruppe nahe an der H�m-Gruppe positioniert wird
und so eine schnelle Umsetzung ermçglicht, was sich mit den
experimentell beobachteten kinetischen Daten deckt (siehe
Tabelle S3). Alle Treffer-Mutanten verfîgen îber eine Mu-
tation an Position R47, deren entscheidende Rolle bei der
Substratbindung bereits diskutiert wurde:[24] Als einzige ge-
ladene Seitenkette innerhalb der Bindungstasche hat ein
Austausch durch polar-neutrale oder sogar aliphatische
Aminos�uren, wie in diesem Fall, einen großen Einfluss auf
die Effizienz.

Des Weiteren wurde die F�higkeit der Treffer-Mutanten
untersucht, Modellverbindungen auch in lebenden E. coli zu
entschîtzen (Abbildung 6). Eine hohe Fluoreszenzintensit�t

innerhalb der Zellen wird fîr 1a beobachtet, einhergehend
mit wenig Efflux, wie aus der Analyse vom Medium und
Lysaten ersichtlich wird (siehe Abbildung S3). Entgegen den
Erwartungen aufgrund der frîheren Studie von Ruff et al.[18c]

ist es nicht mçglich, auf diese Weise auch die Cumarinsub-
strate (3) zu verfolgen. Der hohe Efflux von 3 verhindert
mikroskopische Aufnahmen durch einen zu hohen Fluores-
zenzhintergrund, auch nach wiederholtem Waschen der
Zellen. Somit sind zwar die Cumarin-basierten Substrate, im
Unterschied zu dem Fluoresceinderivat 1 a, nicht fîr mikro-
skopische Aufnahmen geeignet, dennoch sind die Reaktionen
innerhalb der lebenden Zellen in allen geprîften F�llen er-
folgreich.

Zusammenfassend berichten wir îber die erfolgreiche
Identifizierung evolvierter CYP-Varianten, die f�hig sind,
effizient und selektiv Verbindungen zu entschîtzen, die mit-
tels Propargylether- und Benzylether-Schutzgruppen mas-
kiert sind. Docking-Studien und Molekîldynamik-Simula-
tionen stîtzen die experimentellen Beobachtungen zur Se-
lektivit�t der besten beiden Mutanten. Beachtenswert ist die
erfolgreiche Entschîtzungsreaktion innerhalb lebender E.

Abbildung 4. Ergebnisse der In-vitro-Charakterisierung. Enzymaktivit�t
der besten identifizierten P450BM3-Varianten gegeníber deren maskier-
ten Substraten, bei konstanten Enzymkonzentrationen (generell
100 nm), normalisiert auf die hçchste verzeichnete Fluoreszenz fír
jede Stammverbindung (Messdaten siehe die Hintergrundinformatio-
nen, Anhang 2).

Abbildung 5. Ergebnisse der Simulationen. Erhaltene Docking-Positio-
nen fír a) Substrat 1a in Mutante TFFIS, und b) Substrat 3d in Mu-
tante WMV. Abst�nde r(O-H) zwischen Substraten und aktivem Zen-
trum betragen 3.64 ç bzw. 2.29 ç. Hervorgehoben sind die oxidierten
prosthetischen H�m-Gruppen, Substrate und die mutierten Aminos�u-
ren.

Abbildung 6. Experimente in lebenden Zellen. TFFIS exprimierende E.
coli (oben) zeigen ein intensives Fluoreszenzsignal, das die Entschít-
zung des Substrates 1a anzeigt. Dabei wird kein signifikantes Signal
im wt detektiert (unten). Gezeigt sind der Fluoreszenzkanal (links),
der optische Kanal (Mitte) und eine �berlagerung beider Kan�le
(rechts). Maßstab: 2 mm.
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coli durch die rekombinant exprimierten P450BM3-Varianten.
Solche bioorthogonalen Paare von Enzym und Schutzgruppe
kçnnten in den Lebenswissenschaften Anwendung finden,
beispielsweise fîr die Freisetzung bildgebender Substanzen
oder zur katalytischen Aktivierung von Wirkstoffvorl�ufern
an deren Zielort.
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